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                                    摘 要 
Ras 超家族是 广为人知的一大类小分子 GTP 酶。根据其结构、序列和功
能的不同，人们把 Ras 超家族分为 5 个主要家族：Ras、Rho、Rab、Ran 和 Arf。
Rab/Ypt/Sec4 蛋白家族是 Ras 超家族中成员 多的一个分支，表达于各种真核生
物中，至今已经发现了超过 70 种 Rab 以及 Rab-like 蛋白。 
Rab40 是 RabGTP 酶家族的成员，目前关于人类 Rab40 的报道很少，对于其
生物学功能还不清楚。人类 Rab40 分为 Rab40A/B/C 三个亚型，并且三者之间有
很高的同源性。首先我们通过 PCR 的方法，用多组织 cDNA 文库检测了 hRab40
的三个亚型在组织中的表达；通过免疫荧光等实验，我们对人类 Rab40A/B/C 的
亚细胞定位及其影响 Rab40C 定位的氨基酸序列进行了研究。研究的结果如下： 
通过 PCR 的方法，对人类不同组织（脑、心、肺、肝、胰、肾、胎盘、骨
骼肌）的 cDNA 文库进行检测，发现 Rab40A/B/C 在众多组织中都有表达，但总





有很明显的囊泡结构，研究证明 Rab40C 定位于脂滴，并与 TIP47（47kD 的尾连
蛋白）、Rab18 有部分共定位，这进一步证明 Rab40C 定位于脂滴。我们还发现
Rab40C 与内质网-高尔基体中间室标志物-53(ER-Golgiintermediatecompartment 
-53，ERGIC-53)有部分共定位。因为细胞内脂滴的合成部位尚未证实，所以目前
广泛接受的是内质网合成模型，hRab40C 与 ERGIC-53 的部分共定位说明 hRab- 
40C 在内质网和脂滴之间发挥作用，我们推测可能在内质网出芽形成脂滴这个过
程中发挥某种作用。我们通过对 hRab40C 突变体的研究确定了 SOCS（Suppressor 
of cytokine signaling）Box 影响 hRab40C 的亚细胞定位。 



















The Ras superfamily is a large class of the most well known small GTPase, 
Based on structure, sequence and function, the Ras superfamily is divided into five 
main families:Ras,Rho/Rac,Rab,Ran and Arf. Rab/Ypt/Sec4 proteins comprise the 
largest branch of the superfamily,which express in various eukaryotes. So far, about 
70 members of Rab proteins have been identified in mammalian cells. Rab40,a 
member of Rab family, and so far its biological function is not clear because of the 
less report about it.The human Rab40 is divided into three subtype:hRab40A/hRab40 
B/hRab40C,which share high homology among them. We examined the expression 
levels of Rab40A/B/C transcripts by PCR with specific primers, using human multiple 
tissue cDNA panels. Through the Immunofluorescence techniques, we detect the 
subcellular localization of hRab40A/B/C and the sequence of amino acids which 
influence the localization of hRab40C. The main results are as follows: 
 We examined the expression levels of Rab40A/B/C transcripts by PCR using 
human multiple tissue cDNA panels containing eight different tissues .Unexpectedly, 
the data showed that Rab40A/B/C was expressed ubiquitously in all tissues,and on the 
whole,the expression level of Rab40B/C is higher than Rab40A, And the expression 
level of Rab40A is higher in placenta and skeletal muscles; Rab40B is higher in brain/ 
heart/liver/skeletal muscle; Rab40C is higher in the pancreas and kidney.The broad 
spectrum expression of hRab40A/B/C shows that they may have some basic 
biological functions. 
The localization of the expressed GFP-Rab40A/B/C was studied by Fluorescence 
microscope, hRab40A mainly dispersed in the cytoplasm, hRab40B mainly dispersed 
in the cell nucleus, it may involve in some basic physiological activities related to 
nuclear; Unexpectedly, hRab40C have obviously vesicular structure, we proved 
hRab40C localizes to lipid droplets, and was associated with TIP47, Rab18-lipid 
droplets related protein partly,which support our previous results. we also found that 
hRab40C was also associated with endoplasmic reticulum among Golgi apparatus 















further confirmed our previous results.This result suggest that hRab40C may play 
some role function in the process of endoplasmic reticulum budding formed the lipid 
droplets. We then designed some hRab40C mutant and proved the SOCS Box 
influence the sub-cellular localization of hRab40C. 
This study proves hRab40C is a protein that localized to lipid droplets and 
confirmed the amino acid sequence influence the sub-cellular localization of hRab40C. 
The conclusion provide new theoretical basis to the formation of the lipid droplets and 
the regulation mechanism of its metabolism lipid droplets. 
 
















  第一章 前言 
1.1 G 蛋白简介 
G 蛋白(GTP-binding protein/G-protein)也称 GTP 酶开关蛋白，这类蛋白质有
一个共同的特点即能与鸟嘌呤核苷酸结合并水解 GTP 生成 GDP，并且其结合水
解 GTP 的区域（G-domain）高度保守。G 蛋白广泛分布在真核生物细胞中，并
在细胞信号通路等多种生物学过程中发挥作用。 
G 蛋白根据其亚基组成及分子量的大小可将其分为两类：一类是分子量较大
的异三聚体 G 蛋白(heterotrimetric G-protein)，它是与膜受体相偶联的；另一类是
分子量较小的小 G 蛋白 (small GTPase)[1]。广义上，参与蛋白质生物合成的一些
起始因子和延伸因子也是 G 蛋白，例如原核生物中的 EF-Tu、EF-G 和起始因子
IF-2 等，以及真核生物中的 EF-2 等。它们在蛋白质的生物合成中传递遗传信息，
同时也消耗 GTP。 
异三聚体 G 蛋白由 α/β/γ三个亚基构成的蛋白质复合物，目前已经发现了约
21 种 α 亚基、6 种 β 亚基和 12 种 γ亚基。其中 α 亚基可结合 GDP 或 GTP；β/γ
亚基紧密结合，具有调节 α 亚基的作用。在基础状态时，α 亚基与 GDP 结合并
与 β/γ 亚基结合构成无活性的三聚体。当激素等信号分子与受体结合后，激素-
受体复合物与 G 蛋白结合，释放出 GDP 并与 GTP 结合，使其构象发生改变，α
亚基与 β/γ 亚基解离，游离的 α 亚基与 GTP 形成的复合物对效应蛋白起调节作
用，如激活腺苷酸环化酶，后者催化 ATP 生成第二信使 cAMP，进而发挥其生
物学效应。由于 α 亚基本身具有 GTP 酶活性，可将 GTP 水解成 GDP，与 GDP
结合的 α亚基与效应蛋白分离，再与 β/γ亚基结合成无活性的 G 蛋白三聚体，恢
复到基础状态[2]。 
1.2 小分子 GTP 酶 
小分子 GTP 酶广泛存在于真核生物中，具有保守的 GTP 结合结构域，是一
类分子量为 20～40kD 的单体 GTP 结合蛋白，它们在 GTP 酶类中自成一个超家
族，又名小分子 G 蛋白、小分子 GTP 结合蛋白和 Ras 蛋白超家族[3]。Ras 是一
个大家族，经过鉴定的的成员已经超过了 150 个。根据序列结构和功能的不同这















排比表明，不同物种的小分子 GTP 酶之间有 30%～55%的同源性。Ras 家族内各
成员之间有较高的序列一致性，高达 50%；Rab 和 Rho 家族与 Ras 家族成员之
间具有 30%的同源性[3-5]。 
 
图 1-1：Ras 超家族分类 
Fig1-1 Unrooted tree of human RAS superfamily members.  
注：摘自 Takai 等，2001[6] 
Ras 蛋白家族具有两种鸟嘌呤核苷酸的结合形式，一种为与 GDP 结合的非
活性形式，另一种为 GTP 结合的活性形式，通过这两种形式的转换过程来调节
细胞的生理功能并参与信号转导。Ras 超家族的成员的 GDP/GTP 的区域-G box
位于其 N 端，其中有几个保守的序列：G1：GXXXXGKS/T；G2：T；G3：
DXXGQ/H/T；G4：T/NKXD；G5：C/SAK/L/T[4]（图 1-2）。（注：X 表示任意氨

















图 1-2：Ras 超家族功能结构域 
Fig1-2 Functional domains of Ras 





























  图 1-3：GTPase 循环周期 
Fig1-3 The GTPase cycle 
注：摘自 F. P. Coxon and M. J. Rogers 等，2002[11] 
Ran(Ras -like nuclear proteins)蛋白主要调控与细胞核相关的一些细胞活动[11]。 
Arf（ADP-ribosylation factors）调控内吞和胞外分泌过程中各步骤囊泡外壳的形
成[12,15,16]。  
1.3 Rab 蛋白 







1.3.1 Rab 蛋白的结构和定位 
单体形式的 GTP 结合蛋白-Rab 蛋白大约由 200 个氨基酸组成，分子量大小
















端）和羧基端（C 端）组成。G 结构域包含 5 个 α螺旋(α1-5)、6 个 β片层(β1-6)
和 5 个多肽环(G1-5)。这 6 个片层结构形成疏水的核心，被亲水的 α螺旋（α1-5）
包围，连接它们的则是 5 个不规则卷曲，其中含有 PM/G 位点（磷酸/Mg2+和 GTP
结合位点）。GTP 的结合和水解，G 结构域中构象发生变化的区域称为分子开关
区域，包括分子开关 I(SwithI)和分子开关 II(SwithII)，分别位于 G2 和 G4-α2-G5
（图 1-4）。研究证实，Rab 蛋白的分子开关区域相似，而且分子开关 II 的构象
保守[20,22]。除此之外，与 Ras 超家族其他蛋白成员不同的是 Rab 蛋白家族还含特
有的结构域 Rab family motif 1-5（F1-5），此结构域可与效应蛋白结合并将它们
锚定到特有的膜上。Rab subfamily motif 1-4（SF1-4）结构域可特异结合不同的
效应因子。Rab 蛋白 C 端均有 C、CC、CXC 或 CXXX 结构域(motif)，该结构域
是一种膜定位信号，当结构域中的半胱氨酸异戊二烯化修饰后，Rab 蛋白即通过
C 端与膜相连，一旦 C 末端发生突变，将使 Rab 蛋白无法定位到膜上，弥散地
分布在胞浆中；推测 N 端的作用可能是参与指导 C 端半胱氨酸的异戊二烯化修
饰。对 Rab 蛋白突变体及嵌合体的研究表明，分子开关 I 和分子开关 II、高度
可变的 N 端和 C 端是 Rab 蛋白重要功能的决定者。 
  
图 1-4：Rab 蛋白(Rab3)的结构 
Fig1-4 Overall structure of a representative Rab GTPase (Rab3) 
注：摘自 Meng-Tse Gabe Lee 等,2009[23] 

















胞器，在它们的胞质面至少有一种 Rab 蛋白。 
 
图 1-5：Rab 蛋白的定位 
Fig1-5  Localization of Rab GTPases 
注：摘自 Meng-Tse Gabe Lee and Ashwini Mishra 等,2009[24] 
 
1.3.2 Rab 蛋白的循环及调控 
Rab 蛋白在执行功能时，同 Ras 一样是通过在 GDP 结合(关)和 GTP 结合(开)
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